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論文内容の要旨
近年，毎年のように局所的な干ばつ・降雨（洪水），
かんがいに伴う塩害が世界中で報告されている。今後安
定した食糧供給を望む上でも，植物の環境ストレス耐性
の解明，耐性植物の作出が植物科学の重要な課題となっ
ている。なかでも干ばつやかんがいに伴う農耕地の塩類
集積は深刻で，その被害は 700万 ha（世界のかんがい
農地の 1/4）に及ぶ。
植物の塩ストレス応答に関しては，これまでにシロイ
ヌナズナ（Arabidopsis thaliana）を含むモデル植物を
中心に研究が進められ，耐塩性に必須の遺伝子群の他，
耐塩性を付与することの出来る遺伝子が見いだされてい
るものの，応用面で十分な成果を得るまで至っていな
い。一方，自然界には塩に対して極めて高い耐性を示す
植物が存在する。実際に高い耐塩性を示す植物の耐性メ
カニズムが，これまでに明らかとなってきた耐性メカニ
ズムを用いて得られているのか，あるいは未知のメカニ
ズムによるのか非常に興味深いものの，その実情はほと
んど明らかになっていない。
シロイヌナズナには世界中に 1000種類を超える ac-
cession（異なった産地由来の近交系統 ; エコタイプ）が
存在し，accession間にはストレス耐性を含む様々な表
現型にバリエーションが確認されている。当研究室の先
行研究により，354種のシロイヌナズナ accessionを用
いて，大規模な耐塩性評価試験が行われた。その結果，
実験種として広く用いられている Col-0に対して，著し
い耐塩性を示す accessionが発見された。これらの耐塩
性 accessionを用いた生理学的試験から，シロイヌナズ
ナの耐塩性は，急激な塩ストレスに対する「塩ショック
耐性」と，生育に影響を及ぼさない程度の塩ストレスを
一定期間経る（馴化する）ことで誘導される「塩馴化後
浸透圧耐性」で構成されることが明らかとなった。これ
までのシロイヌナズナを用いた耐塩性研究のほとんど
は，耐塩性の低い実験種 Col-0を用いた塩ショック耐性
に関するものである。前任者による遺伝学的解析の結
果，塩ショック耐性は多遺伝子性形質であること，一方
で塩馴化後浸透圧耐性は単一遺伝子形質であることが示
された。耐塩性 accessionが塩馴化後浸透圧耐性を示す
のに対し，Col-0を含む耐塩性の低い accessionは塩馴
化後浸透圧耐性を示さないことから，高度な耐塩性の獲
得には塩馴化後浸透圧耐性が重要であることが示唆され
た。そこで本研究では，塩馴化後浸透圧耐性と既知耐塩
性メカニズムの関係性を検証し，さらに塩馴化後浸透圧
耐性の分子メカニズムを明らかにすることを目的とし
た。
第 1章 既知耐塩性遺伝子の塩馴化後浸透圧耐性への寄
与
354種のシロイヌナズナ accessionのうち，最も高い
耐塩性と塩馴化後浸透圧耐性を有する Zu-0の耐塩性機
構に寄与する遺伝子を特定するため，カーボンイオン
ビーム照射により突然変異を施したおよそ 3,000粒の
M1種子よりM2種子を獲得し，塩高感受性変異株のス
クリーニングを行った。60,000粒のM2種子のスクリー
ニングを行った結果，塩高感受性変異株の単離に成功し
た。単離した変異株は，野生型 Zu-0と比較し，塩ショッ
ク耐性が低下していた。一方，塩馴化後浸透圧耐性につ
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いて評価したところ，変異株は塩馴化段階において生育
阻害を示したものの，その後の浸透圧ストレスにおい
て，野生型 Zu-0と同等の変異株は耐性を示した。これ
らの結果より，この変異株の塩高感受性は塩ショック耐
性の欠損によるものであり，塩馴化後浸透圧耐性は保持
されていることが明らかとなった。
この変異株の原因遺伝子についてポジショナルクロー
ニングを行った結果，塩ショック耐性必須遺伝子として
報告されている液胞膜局在の Na＋ /H＋ antiporter
（SOS1）であることが明らかとなった。以上の結果は，
Zu-0において塩馴化後浸透圧耐性は，SOS1が寄与す
る塩ショック耐性とは独立した機構によって誘導される
ことを示唆している。
第 2章 塩馴化後浸透圧耐性機構の解明
2-1． 塩馴化後浸透圧耐性に寄与する遺伝子座の同定
先行研究において，塩馴化後浸透圧耐性を制御する
AQUOS（acquired osmotolerance）遺伝子座は第 5染
色体上に座乗していることが示された（Katori et al.,
2010 JXB）。近年，一塩基多型（SNP）と表現型データ
から，対象の表現型に寄与する SNP を特定する
Genome Wide Association Study（GWAS）が開発され
た。AQUOS遺伝子座が，シロイヌナズナ accession 間
で共通した原因遺伝子座であるかを検証するため，149
種の accessionに関して塩馴化後浸透圧耐性を評価し，
その表現型データをもとに，公開されているゲノムシー
クエンスの SNPデータを用いて GWASを行った。そ
の結果，AQUOS遺伝子座を含む 200kbp内においての
み，塩馴化後浸透圧耐性と高い相関を示す SNP群が検
出された。この結果より，AQUOS遺伝子座はシロイヌ
ナズナ accession間で広く共通した塩馴化後浸透圧耐性
の原因遺伝子座であることが示唆された。
AQUOS遺伝子座を特定するため，塩馴化後浸透圧耐
性を示す Bu-5に，塩馴化後浸透圧耐性を示さない Col-
0を 5回戻し交配することで，AQUOS遺伝子座近傍の
みを Bu-5由来のゲノムに置換した準同質遺伝子系統
（Nearly Isogenic Line ; NIL）を作出した。AQUOS遺
伝子座近傍で組換えの生じた系統を探索することで，塩
馴化後浸透圧耐性を示さない NIL（Col-0）と，塩馴化
後浸透圧耐性を示す NIL（Bu-5）を得た。これらの遺
伝子型解析の結果，AQUOS遺伝子座を 67kbp内に絞
り込むことに成功した。
次に，Col-0と Bu-5の間に存在する AQUOS遺伝子
座の全多型を検出するため，Bu-5ゲノム由来の BAC
ライブラリーを作成し，その中から，絞り込みに成功し
た全 67kbp を含む BAC クローンを見出し，全長シー
クエンスを決定した。その結果，Col-0と比較して，
Bu-5では 17kbp の欠損が生じていることが明らかと
なった。その欠損付近では両 accession間に大きな違い
が見られ，Col-0 では Toll and interleukin receptor
nucleotide binding leucine rich repeat（TIR-NB-
LRR）をコードする 4つの遺伝子（NLR1-4）がタンデ
ムに並ぶのに対し，Bu-5では Col-0とは配列が異なる
1 つの NLR 遺伝子を含むのみでであった。Bu-5 の
NLRが塩馴化後浸透圧耐性を誘導するのか，あるいは
Col-0の 4つの NLRが塩馴化後浸透圧耐性を抑制する
のかを調べるため，これらの遺伝子をそれぞれクローニ
ングし，Col-0あるいは NIL（Bu-5）に遺伝子導入する
相補試験を行った。その結果，Bu-5の NLR を Col-0
に導入した形質転換体は塩馴化後浸透圧耐性を示さな
かった。一方，Col-0 の NLR4 を導入した NIL（Bu-
5）に導入した形質転換体は，塩馴化後浸透圧耐性を欠
損することが明らかとなった。NLR4 の塩馴化後浸透
圧耐性に対する抑制効果を確認するため，Col-0が有す
る nlrをそれぞれ欠損させた変異株の耐性を評価したと
ころ，nlr4欠損変異株のみが塩馴化後浸透圧耐性を示
すことが明らかとなった。以上の結果より，NLR4 遺
伝子が塩馴化後浸透圧耐性の原因遺伝子，AQUOS遺伝
子であることが明らかとなった。
AQUOSの発現解析を行ったところ，浸透圧ストレス
により発現誘導されることが明らかとなった。次に，
AQUOS の植物個体における発現部位を調べるため，
AQUOS プロモーターに GUS（b-gluclonidase）レ
ポーター遺伝子を接続したコンストラクトを Col-0に導
入した形質転換体を作出した。その結果，AQUOSは浸
透圧下において根で発現し，特に伸長領域で強く発現誘
導されることが明らかとなった。
2-2． 塩馴化後浸透圧耐性に対する ABAの役割
植物の浸透圧ストレス応答には植物ホルモンであるア
ブシジン酸（ABA）が重要な役割を担っている。塩馴
化後浸透圧耐性に対する ABA の寄与を調べるため，
ABA 含量と ABA 応答遺伝子群の発現量を Col-0 と
NIL（Bu-5）で比較した。その結果，Col-0と比較して，
NIL（Bu-5）ではわずかに高い ABA含量および遺伝子
発現が見られた。次に，ABA合成欠損変異株 aba2-1，
nced3-2と NIL（Bu-5）を掛け合わせ aba2-1_NIL（Bu-
5），nced3-2_NIL（Bu-5）を作出することで，内性 ABA
の塩馴化後浸透圧耐性への寄与を検証した。その結果，
両変異株とも NIL（Bu-5）と比較して僅かに耐性は低
下するものの，有意な塩馴化後浸透圧耐性を示した。さ
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らに ABAのシグナル伝達系が恒常的に抑制される変異
株 abi1-1 と NIL（Bu-5）を掛け合わせ，ABA 非感受
性の abi1-1_NIL（Bu-5）を作出し，ABA シグナル伝
達経路への塩馴化後浸透圧耐性への関与を評価した。そ
の結果，興味深いことに，abi1-1_NIL（Bu-5）におい
ても塩馴化後浸透圧耐性は大きな影響を受けることな
く，耐性を示すことが明らかとなった。以上のことか
ら，塩馴化後浸透圧耐性は主に ABA非依存的に誘導さ
れていることが示された。
2-3．AQUOS遺伝子座の多様性と進化に関する解析
前述のとおり，Bu-5の AQUOS 遺伝子座における
シークエンス解析により，Col-0と Bu-5間には大きな
欠損を含む多型が存在することが明らかとなった。シロ
イヌナズナは現在までに 1135 accessionについてゲノ
ムシークエンスが公開されているものの，AQUOS遺伝
子座については Col-0と Bu-5間を含め，このような多
型は報告されておらず，accession間における AQUOS
遺伝子座の遺伝子型を正確に決定する必要が生じた。そ
こで，70 accessionについて AQUOS遺伝子座を PCR
によりクローニングし，塩基配列を決定した。その結
果，いずれの accession においても AQUOS 遺伝子座
には NLRが存在するものの，その個数と塩基配列から
5つの遺伝子型グループ（ハプロタイプ）に分けられる
ことが明らかとなった。このうち，Bu-5 のように
AQUOSとは異なる NLRを 1つのみ有する accession
が大部分（71%）を占めており，これらの accessionは
全て塩馴化後浸透圧耐性を示した。一方，Col-0のよう
に AQUOS遺伝子座に NLRを 4つ有する accessionは
少数（21%）であった。興味深いことにこのグループに
は，Col-0のように塩馴化後浸透圧耐性を示さない ac-
cessionと，Rou-0などを含む塩馴化後浸透圧耐性を示
す accession が存在していた。Col-0 型 accession と
Rou-0型 accession において，4つの NLR の核酸多様
性を調べた結果，AQUOSにのみゲノム平均よりも著し
く高い多様性が確認された。このことから Rou-0型 ac-
cessionにおける AQUOSは塩基置換により機能を欠失
していることが考えられた。そこで Col-0と Rou-0よ
り AQUOSをクローニングし，それぞれを aquos欠損
変異株へ導入した。その結果，Col-0型 AQUOSを導入
した形質転換体では，前述の結果同様，塩馴化後浸透圧
耐性が損なわれた。一方，Rou-0型 AQUOS を導入し
た形質転換体では，塩馴化後浸透圧耐性の損失は見られ
ず，耐性が維持された。つまり，Rou-0型 AQUOS に
生じた塩基置換は機能欠失変異であり，塩馴化後浸透圧
耐性の有無のバリエーションは AQUOSの有無に依存
することが明らかとなった。
AQUOS遺伝子座の多様性が生み出された進化プロセ
スを推定するため，AQUOS遺伝子座にタンデムに並ぶ
AQUOSを含む NLR遺伝子群と，シロイヌナズナの近
縁植物であるミヤマハタザオ（Arabidopsis lyrata）の
AQUOS遺伝子と最も高い相同性を示した 2遺伝子を用
いて系統樹を作成した。ミヤマハタザオの 2遺伝子はシ
ロイヌナズナの AQUOSホモログとは異なる枝に分岐
することから，AQUOSはシロイヌナズナへと種分化し
た後に誕生した遺伝子であることが示唆された。また，
NLRを１つだけ有するグループが AQUOS遺伝子座の
祖先型であり，その他の NLRはこのグループの NLR
から遺伝子重複により誕生したことが示唆された。これ
らの結果から，シロイヌナズナにおける塩馴化後浸透圧
耐性の有無のバリエーションは，AQUOS遺伝子座の再
編成・組換え・変異により維持されていることが示唆さ
れた。
2-4．AQUOSの免疫応答関与についての検証
AQUOSが属する NLRタンパク質は，病原菌由来の
エフェクターを直接，あるいはエフェクターが標的とす
る宿主植物のタンパク質を認識し，免疫応答の主要制御
因子である EDS1/PAD4と協調して免疫応答を誘導す
る。また，EDS1を介した免疫応答の活性化は，恒常的
な病原抵抗性遺伝子（PR遺伝子）群の発現とサリチル
酸蓄積を伴い，病原菌への耐性を誘導する。そこで
AQUOSの免疫応答への関与を調べるため，浸透圧スト
レス下におけるサリチル酸含量と PR遺伝子を含む病害
応答性遺伝子の発現解析を行った。その結果，Col-0で
は浸透圧ストレスに応答して，高レベルのサリチル酸含
量ならびに病害応答遺伝子の高発現を示した。一方，
AQUOS 遺伝子を持たない NIL（Bu-5）においては，
それらの蓄積は通常生育条件下と同様に認められなかっ
たことから，AQUOS は浸透圧ストレス下で EDS1/
PAD4を介した免疫応答を誘導することが示唆された。
そこで免疫応答のシグナル伝達経路で働く因子の欠損変
異株（Col-0バックグラウンド）における塩馴化後浸透
圧耐性を評価した。その結果，eds1, pad4 変異株は
NIL（Bu-5）同様，塩馴化後浸透圧耐性を示した。一
方，サリチル酸含量が枯渇することで知られている
35S::nahG，および SA 合成欠損株の sid2, eds5につい
ては，塩馴化後浸透圧耐性に大きな影響を及ぼさなかっ
た。これらの結果から，AQUOSは浸透圧ストレスに応
じて EDS1/PAD4を介した免疫応答を活性化するが，
このうち主にサリチル酸非依存的な免疫応答によって塩
馴化後浸透圧耐性は抑制されることが示唆された。
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浸透圧ストレス適応に重要であるにも関わらず，塩馴
化後浸透圧耐性の有無のバリエーションが進化的に今な
お維持されていることは，AQUOS遺伝子が塩馴化後浸
透圧耐性と免疫応答活性化のトレードオフを仲介してい
るためと考えられた。そこで，浸透圧ストレス下の
Col-0と NIL（Bu-5）に，病原菌 Pseudomonas syrin-
gae DC3000を接種し，病原耐性を評価した。その結
果，浸透圧条件下では Col-0が NIL（Bu-5）に比べて
萎れが軽減されたこと，また病原菌数についてもわずか
ながら Col-0が NIL（Bu-5）と比較して低下していた
ことから，AQUOS遺伝子が浸透圧下での病害耐性に寄
与していることが示唆された。
総括および考察
本研究により，シロイヌナズナの耐塩性に関するナ
チュラルバリエーションの一端を説明する塩馴化後浸透
圧耐性が，これまで非生物ストレスとは無縁と考えられ
てきた NLR（植物の免疫レセプター）により制御され
ていることが明らかとなった。浸透圧に応じて免疫応答
を誘導する機構はこれまでに知見が無く，今後新たな知
見，発見へと繋がることが期待できる。塩馴化後浸透圧
耐性の評価系は無菌培地上で行っているため，AQUOS
は浸透圧ストレスによって生じる何らかのシグナルを認
識し，免疫システムを活性化すると考えられる。すなわ
ち，AQUOSは一種の浸透圧センサーとして機能してい
るとも考えられる。一方，EDS1/PAD4を介した過剰な
免疫応答は，生育阻害や葉の白化，自発的な細胞死を誘
発することが知られており，これが塩馴化後浸透圧耐性
を損なう大きな原因と考えられる。
浸透圧ストレス適応に重要であるにも関わらず，塩馴
化後浸透圧耐性の有無のバリエーションが進化的に維持
されていることから，AQUOS遺伝子座の平衡選択が示
唆される。浸透圧ストレス時に病害応答を活性化させる
ことは，病原菌感染という二次被害のリスクに対処でき
るのかもしれない。EDS1依存的な免疫応答は温度によ
りその程度が大きく変化することが知られおり，温度条
件次第では AQUOSの保持が優位となることが考えら
れる。AQUOS遺伝子座に見られる塩基配列の再編成・
組換え・変異による多型の維持は，生物的あるいは非生
物的ストレス環境への適応のトレードオフを仲介してい
ると推察された。
審査報告概要
平成 28年 2月 1日（月）16時 30分から本専攻がバ
イオサイエンス専攻大学院大講義室にて開催した学位請
求のための公開発表会で，学位請求者有賀裕剛氏は，40
分間の口頭発表を行い，その後 20分間の質疑応答を受
けた。発表終了後，主査，副査と専攻委員による審査会
議を開催し，提出論文の内容と本人発表ならびに質疑応
答について慎重に審査した。その結果，学位請求者の経
歴や学術業績が学位記申請の要項を満たしており，質疑
に対する応答が適切だと判断した。さらに，公表論文に
関与した共同研究者との間で学位取得に関して問題がな
いことを確認し，当該学位請求論文の内容が学位授与に
相当することを全員一致で評決した。
よって，審査員一同は博士（バイオサイエンス）の学
位を授与する価値があると判断した。
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